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Os fungos são os principais microrganismos transmitidos via semente na cultura do milho, 
podendo provocar problemas de germinação, de emergência de plântulas e podridões radiculares e da 
base do colmo (SHURTLEFF, 1992).  
Dentre os fungos patogênicos transmitidos pelas sementes de milho, destacam-se Fusarium 
moniliforme [sin. F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg], Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils., 
Aspergillus spp. e Penicillium sp. O fungo F. moniliforme também está associado ao apodrecimento de 
sementes de milho e à morte de plântulas em pré ou pós-emergência (TRENTO et al., 2002). No 
Brasil, Fusarium moniliforme é o principal patógeno associado a sementes de milho (REIS; CASA, 
1996), seguido por Aspergillus spp e Penicillium spp, que são encontrados com maior frequência em 
sementes armazenadas (CASA et al., 2006).  
O fungo Aspergillus niger Tiegh, é saprofíta cosmopolita e causa problemas apenas na 
degradação de órgãos vegetais armazenados. Em sementes, é prejudicial quando lotes são 
armazenados com umidade elevada. Diversas espécies de Aspergillus podem ocorrer em um mesmo 
lote de sementes e constituem um grupo de microrganismos de difícil identificação e por isso são 
computados como Aspergillus spp (PIEROBOM; DEL PONTE, 2010).  Algumas espécies de 
Aspergillus são produtoras de micotoxinas com elevado poder cancerígeno, inviabilizando a utilização 
dos grãos como alimento (PIEROBOM; DEL PONTE, 2010; PINTO, 2001). 
O fungo Acremonium strictum W. Gams (sin. Cephalosporium acremonium Auct. non Corda), 
causador de podridão de sementes, morte de plântulas e podridão de colmos, interfere diretamente no 
estande, vigor e produtividade das plantas, com perdas consideráveis à cultura do milho (TEIXEIRA 
et al., 2005). Embora o fungo já esteja bem estabelecido nas diversas regiões produtoras, pouco se 
conhece, em termos numéricos, sobre os prejuízos causados por A. strictum à cultura de milho no 
Brasil (PINTO, 2001; PINTO et al., 1997). Em diversos países, a ocorrência de A. strictum causa 
danos significativos em área de cultivo e em sementes de milho armazenadas (DUNGAN; KOEHLER, 
1944; FISHER et al., 1992).  
A antracnose do sorgo é a principal e mais devastadora doença que ameaça a produção dessa 
cultura no Brasil. Ela reduz a produção no campo e é favorecida por condições de umidade e 
temperaturas altas, podendo provocar perdas severas, mesmo em regiões com breves períodos de 
chuva, seguidos de seca prolongada. A doença tem C. sublineolum como agente etiológico. Este fungo 
infecta todas as partes da planta, porém, a fase foliar da doença é a mais importante, por reduzir a 
produção de grãos e de forragem em 50% ou mais, dependendo da severidade da epidemia (CASELA 
et al., 1992; NIETSCHE et al., 2001). 
A helmintosporiose (Exserohilum turcicum) ocorre em todas as áreas úmidas onde o sorgo é 
cultivado. A doença se estabelece em cultivares suscetíveis antes da emergência da panícula, levando a 
perdas na produção acima de 50%. No Brasil, essa doença ocorre principalmente em plantios de milho 
safrinha, pois condições de temperatura moderada (18-27 oC), associadas à alta umidade relativa, 
favorecem o desenvolvimento da doença (CASELA et al., 1997). 
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Diferentes linhagens de bactérias endofíticas, pertencentes a diferentes filos do domínio 
Bactéria, apresentam atividade antagonista contra diferentes organismos fitopatogênicos e por isso 
representam importante e inexplorada fonte de agentes para biocontrole e manejo integrado de 
doenças e pragas agrícolas (ANGONESE et al., 2009; ASSUMPÇÃO et al., 2009; BENHAMOU et 
al., 2000; BERG et al., 2005; CAZORLA et al., 2007; INIGUEZ et al., 2005; KLOEPPER et al., 1989; 
LIU et al., 2007; SCHULZ; BOYLE, 2005; SESSITSCH et al., 2004; STURZ; NOWAK, 2000; 
STURZ et al., 1999; ZINNIEL et al., 2002).  
Várias espécies de Bacillus são antagonistas de fungos fitopatogênicos podendo ser usadas em 
programas de controle biológico (ANGONESE et al., 2009; SCHISLER et al., 2004; WILHELM et 
al., 1998, WULFF et al., 2002). Bactérias do gênero Bacillus possuem grande potencial para serem 
usadas como agentes de controle biológico, pois mantêm sua viabilidade quando estocadas por longos 
períodos (PETRAS; CASIDA, 1985).  
A bactéria endofítica Bacillus subtilis foi capaz de reduzir os níveis de micotoxinas 
acumuladas nas sementes de milho por Fusarium moniliforme (BACON et al., 2001). Isolados de 
Bacillus spp. inibiram o crescimento de Colletotrichum acutatum, agente causal da queda prematura 
dos frutos cítricos (Citrus spp.), tanto sob condições de laboratório como nas condições de campo 
(KUPPER et al., 2003). Em batata-doce (Beta vulgaris L.) e tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), a 
aplicação de B. subtilis reduziu a incidência de R. solani, Pythium sp. e outros patógenos, além de 
estimular a germinação, o crescimento e a produtividade das plantas (BALDOTTO et al., 2010; 
RAUPACH; KLOEPPER, 1998). B. subtilis apresenta atividade in vitro contra diferentes tipos de 
patógenos para várias espécies cultivadas, por meio da produção de antibióticos como iturina A e 
sufactina, capazes de inibir o crescimento micelial de fungos (ASAKA; SHODA, 1996). Do mesmo 
modo, Bacillus cereus isolado de Sinapis excreta quitinase e sua aplicação no solo protegeu de forma 
significativa plântulas de algodão contra doenças causadas por Rhizoctonia solani (PLEBAN et al., 
1997). 
  O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antagonista do isolado CNPMS-22, de 
Bacillus subtilis, contra os principais fungos fitopatogênicos das culturas do milho e do sorgo, visando 
seu emprego para controle de doenças fúngicas em plantas. 
 
Material e Métodos 
 
No presente estudo, a atividade antagonista do isolado de bactéria endofítica CNPMS-22 foi 
testada contra os principais fungos patogênicos das culturas do milho e do sorgo. A bactéria CNPMS-
22 foi previamente isolada da variedade de milho-doce CMS-61 e identificada por meio de 
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e da região intergênica 16S-23S como pertencente à 
espécie Bacillus subtilis (FIGUEIREDO et al., 2009). Para estudar o efeito fungistático de CNPMS-22 
sobre o crescimento micelial dos isolados fungícos, utilizou-se a técnica de cultivo pareado em placa 
de Petri contendo LB (BERTANI, 1951) e BDA (KADO; HESKETT, 1970), a inoculação conjunta e a 
implantação de discos de cultura fúngica sobre culturas do antagonista.  
Foram realizados três ensaios para avaliar a atividade antagonista de CNPMS-22:  
Experimento 1: 500 µL de cultura da bactéria CNPMS-22 foi plaqueada por espalhamento em meio 
LB e BDA semi-sólido, incubada por 12 h a 28 oC para crescimento. Em seguida, discos contendo 
meio de cultura com colônias de cada fungo fitopatogênico, medindo aproximadamente 2 cm de 
diâmetro, foram colocados no centro das placas de cultura da bactéria CNPMS-22 e incubados por 7-
30 dias à temperatura de 28 oC.  
Experimento 2: Placas contendo meio LB e BDA semi-sólido foram divididas ao meio por marca de 
caneta e cada isolado fúngico foi inoculado em uma das metades. Após 7 e 15 dias de incubação à 
temperatura de 28 oC,  a bactéria CNPMS-22 foi estriada no lado oposto da placa contendo a cultura 
do fungo e novamente incubada por 7 a 30 dias. 
Experimento 3: 100 µL de cultura da bactéria CNPMS-22 e fragmentos de aproximadamente 3 cm de 
cultura de cada um dos seis fungos testados foram misturados por agitação em vortex, inoculados em 
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placas contendo meio LB e BDA semi-sólido e incubados por 7 a 30 dias a 28 oC. Placas contendo 
apenas inóculos de fungos foram empregados como testemunhas. 
A avaliação do antagonismo ocorreu durante um período de 30 dias, medindo-se o 
comprimento da cultura fúngica antes e após a inoculação. Empregou-se um delineamento 
inteiramente casualizado, com cinco repetições, considerando-se cada placa como uma parcela 
experimental. 
 
Resultados e Discussão 
 
O isolado CNPMS-22 foi testado para a presença de atividade antagonista contra seis fungos 
fitopatogênicos (Fusarium moniliforme, Exserrohilum turcicum, Acremonium striticum e 
Colletotrichum sublineolum),  causadores de doenças nas culturas do milho e do sorgo. O isolado de 
Bacillus subitilis CNPMS-22 impediu o crescimento de todas as seis espécies de fungos 
fitopatogênicos testados. (Figura 1). Não foram observadas variações significativas nos resultados 
entre os três experimentos (inoculação de fragmentos de cultura fúngica em cultura estabelecida da 
bactéria CNPMS-22; inoculação da bactéria após o estabelecimento da cultura do fungo em uma das 
metades de placa contendo LB ou BDA e inoculação conjunta bactéria CNPMS-22 + fungo). Também 
não foram observadas variações significativas dos resultados dentro do mesmo experimento ou em 
diferentes meios de cultura (LB ou BDA).  Em todos os ensaios, a bactéria CNPMS-22 provocou a 
parada do crescimento das seis espécies de fungos com uma atividade avaliada em 100% de inibição.  
Resultados semelhantes ao que está sendo relatado no presente estudo foram descritos por 
outros grupos de estudo que empregaram metodologia similar para avaliar a atividade fungistática de 
Bacillus spp. e B. subtilis contra fungos causadores de doenças em plantas (ANGONESE et al., 2009; 
ASAKA; SHODA, 1996; FERREIRA et al., 1991; KALITA et al., 1996; KUPPER et al., 2003; 
PUSEY; WILSON, 1984; PUSEY et al., 1986; SONODA; GUO, 1996). Em conjunto, esses estudos 
demonstraram que bactérias do gênero Bacillus possuem grande potencial para serem usadas como 
agentes de controle biológico de fungos fitopatogênicos. Diferentemente do que ocorre com outros 
grupos de bactérias, espécies de Bacillus mantêm sua atividade fungistática mesmo após longos 
períodos de armazenamento (PETRAS; CASIDA, 1985). De fato, a bactéria CNPMS-22, isolada em 
2005, tem demonstrado nesse período atividade anti-fúngica semelhante em todos os experimentos em 




O isolado bacteriano endofítico CNPMS-22 apresenta atividade antagonista contra diferentes 
espécies de fungos fitopatogênicos, em diferentes formas de inóculo, e poderá representar importante 
alternativa para o controle biológico e manejo integrado de doenças fúngicas nas culturas do milho e 
do sorgo. 
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Figura 1. Ensaio de atividade antagonista in vitro com a bactéria CNPMS-22 e fungos 
fitopatogênicos às culturas do milho e do sorgo.  (1) Fusarium moniliformis,  isolado 
CNPMS; (2) F.  moniliformis,  isolado 35;  (3) Fusarium moniliformis, isolado Dourados; 
(4) Exserohilum turcicum;  (5) Aspergillus niger; (6) Colletotrichum graminicola; (7) F. 
moniliformis, isolado 37; (8) Acremonium strictum, isolado 26; (9) Colletotrichum 
sublineolum. 
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